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論文の内容の要旨 
 山内庸平氏の博士学位論文は、癌細胞浸潤における Arf6 の機能の制御の意義について着目し、Arf6
の GTPase活性化因子 ARAP3が浸潤仮足形成を促進することで、癌細胞浸潤に関与していることを明
らかにしたものである。その要旨は、以下のとおりである。 
 
（目的） 
 著者はまず、癌細胞の浸潤転移について概観し、癌細胞の浸潤転移における Arf6 の機能に関する先
行研究についてまとめている。 
 癌細胞は基底膜の上皮側で増殖し始めるが、やがて浸潤能を獲得すると、基底膜を突き破って浸潤し、
血管へと侵入する。癌細胞は血流に乗って他の臓器に運ばれると、血管外へと遊出する。その後到達し
た臓器で転移巣を形成する。浸潤転移を行う癌細胞は浸潤仮足という細胞膜突起構造を形成する。浸潤
仮足はアクチンと細胞外基質分解酵素に富む細胞膜突起構造であり、癌細胞は浸潤仮足を利用して周囲
の細胞外基質を効率良く分解し、組織深部へと浸潤する。また浸潤仮足は癌細胞が血管内へ侵入、血管
外へ遊出する際にも形成されることが近年明らかになってきており、浸潤仮足形成メカニズムの解明は、
癌浸潤阻害薬の開発のために極めて重要であることが示唆されている。 
 低分子量 G蛋白質 Arf6は癌細胞浸潤に必要な分子の一つであることが知られている。Arf6は定常状
態で GDP の結合した不活性型であるが、細胞が刺激を受容するとグアニンヌクレオチド交換因子が機
能し、GTPが結合した活性型となる。活性型 Arf6はエフェクター分子を介して下流にシグナルを伝達
し、様々な細胞機能を調節する。その後、活性型 Arf6は GTPase活性化蛋白質（GAP）によって不活
性化される。著者は、癌細胞浸潤が誘導されるには、Arf6が活性化されることに加えて、不活性化され
ることも必要であることが先行研究において示唆されたことに注目している。しかし、これまでの先行
研究では、Arf6の活性化機構に主に焦点が当てられており、癌細胞浸潤の誘導に Arf6の不活性化が本
当に必要であるのか十分な解析はなされておらず、またその分子機構は未解析であった。これまでに
Arf6 GAPは 9つ同定されており、それらは異なる細胞機能を制御すると考えられていた。そこで、著
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者は、本論文で、これら 9つの Arf6 GAPのうち、癌細胞浸潤を担う Arf6 GAPを同定し、その機能解
析を行うことで、Arf6不活性化の意義ならびに分子機構を明らかにすることを研究目的としている。 
 
（方法） 
 低浸潤性乳癌細胞株と高浸潤性乳癌細胞株を利用し、既知の Arf6 GAPの網羅的発現解析から ARAP
３に注目し、ARAP3 のノックダウンが転移形成と浸潤能に及ぼす作用を乳癌細胞の尾静注によるマウ
ス肺転移実験とトランスウェルアッセイを行って解析し、ARAP3 が浸潤転移に関与することを同定す
るとともに、蛍光二重染色による浸潤仮足形成の定量解析を行って ARAP3が浸潤仮足形成を促進する
分子機構を解析している。 
 
（結果） 
 まず、著者らは、癌細胞浸潤に必要な Arf6 GAPを同定するために高浸潤性乳癌細胞と低浸潤性乳癌
細胞の間でこれまでに報告されている 9 つの Arf6 GAP の発現量を比較している。その結果、唯一
ARAP3のみが高浸潤性乳癌細胞で発現が亢進していることを明らかにしている。次に、ARAP3が転移
に関与するかについて検討するために、高浸潤性乳癌細胞株であるMDA-MB-231細胞の ARAP3をノ
ックダウンし、マウス肺転移実験を行っている。その結果 ARAP3のノックダウンはMDA-MB-231細
胞の肺転移を抑制することが明らかにされた。また、トランスウェルチャンバーによる浸潤アッセイで
も検討し、その結果、ARAP3が浸潤能を正に制御することを明らかにしている。 
 次に著者は、ARAP3 が浸潤に重要な細胞膜構造体である浸潤仮足の形成に関与するかについて免疫
蛍光染色によって検討している。その結果、ARAP3 のノックダウンにより上皮増殖因子（EGF）刺激
依存的な浸潤仮足形成が顕著に抑制されることを示している。このことから ARAP3 は EGF 刺激依存
的な浸潤仮足形成の誘導に関与することが明らかとなった。また、先行研究において、上皮増殖因子受
容体（EGFR）が細胞膜の浸潤仮足形成部位に細胞内輸送を介して集積することが浸潤仮足形成に重要
であるということが報告されていることから、ARAP3をノックダウンしたMDA-MB-231細胞を EGF
で刺激した結果、エンドソームに EGFR の異常な蓄積が見られ、EGFR の細胞膜へのリサイクリング
が阻害されることを示している。さらに、ARAP3ノックダウン細胞における EGFRのリサイクリング
阻害メカニズムを解明するため、エンドソームのくびりとりを促進してエンドソームの細胞膜へのリサ
イクリングを誘導する EHD1 に着目している。ARAP3 ノックダウン細胞では EGFR 陽性エンドソー
ムへの EHD1のリクルートが阻害されていた。ARAP3は Arf6の不活性化により、EGFR陽性エンド
ソームにおける Arf6下流分子 PIP5K1Aによる膜リン脂質 PI(4,5)P2産生を負に制御し、それによって
EHD1をエンドソーム膜にリクルートすることが明らかとなった。 
 
（考察） 
 本研究によって著者は、癌細胞浸潤と転移形成を促進する Arf6 GAPとして ARAP3を同定し、さら
に ARAP3 が浸潤仮足形成に関与することを明らかにしている。ARAP3 による Arf6 の不活性化は、
EGFR陽性エンドソーム膜のリン脂質である PI(4,5)P2産生を負に制御し、EHD1をエンドソームにリ
クルートする働きをすることが明らかにされている。したがって、EHD1 が EGFR 陽性エンドソーム
のくびりとりを行う結果、細胞膜の浸潤仮足形成部位への EGFRのリサイクリングが促進され、浸潤仮
足形成が誘導されると考えられた。 
 
審査の結果の要旨 
（批評） 
 本研究は、癌細胞の浸潤転移に関与する Arf6 GAPとして ARAP3を新規に同定し、ARAP3 による
Arf6の不活性化は、EGFR陽性エンドソーム膜のリン脂質である PI(4,5)P2産生を負に制御することで
EHD1をエンドソームにリクルートし、EHD1 が EGFR 陽性エンドソームのくびりとりを行う結果、
細胞膜の浸潤仮足形成部位への EGFRのリサイクリングが促進され、浸潤仮足形成が誘導されるという
分子機構を明らかにしている。本研究は当該分野における研究の世界における動向を十分に考慮されて
計画されており、信頼性の高い研究結果が得られ、学術的価値の高いオリジナルな研究成果が得られて
いると評価する。 
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平成 28年 12月 26日、学位論文審査委員会において、審査委員全員出席のもと論文について説明を
求め、関連事項について質疑応答を行い、最終試験を行った。その結果、審査委員全員が合格と判定し
た。 
よって、著者は博士（医学）の学位を受けるのに十分な資格を有するものと認める。 
 
 
 
 
 
 
